造血干/祖细胞（hematopoietic stem/progenitor cells，HSPC）分化为成熟血细胞的过程受细胞内外多种调控因素作用，转录因子（transcription factor，TF）在造血分化过程中发挥了核心调节作用，在多系分化方向关键点控制HSPC分化命运。本文我们对髓系造血分化通路中核心TF的作用机制综述如下。

1．造血干细胞（HSC）的自我更新及分化命运抉择：HSC具有自我更新和多系分化潜能，存在两种生理状态，即G~0~期静息态干性维持和多系分化命运抉择，TF对这两种状态都发挥了决定性作用[@b1]。静息状态的干性维持对HSC数量和功能的保持有重要作用，Sugimura等[@b2]发现7种TF（ERG、HOXA5、HOXA9、HOXA10、LCOR、RUNX1、SPI1）对人HSC干性维持及多系造血重建能力起最核心作用，在胚胎期RUNX1便能诱导生血内皮细胞向造血祖细胞转化；HOXA5能与HOXA9、HOXA10协同通过Notch信号转导通路调节T淋巴细胞生成；其中HOXA9还能与ERG相互调控参与压力性造血过程。小鼠HSC中PBX-1、EVI-1参与维持HSC自我更新[@b3]，PBX-1的敲除可导致HSC池中LT-HSC数量锐减，并且在移植实验中表现为重建造血能力的减退，PBX-1主要通过TGF-β信号通路调控细胞周期相关的靶基因从而维持HSC的自我更新能力。SCL、EGR-1、GFI-1、PU.1、FOXO、P53主要参与调控HSC G~0~期状态的维持[@b4]，SCL是细胞周期调控蛋白CDKN1A和ID1的调控因子；FOXO家族是PI3K/AKT通路的下游分子，将其敲除后，由于活性氧簇的蓄积导致HSC表型异常，长期造血能力下降，另一方面，FOXO3可以通过诱导前体自噬基因的表达避免代谢压力下HSC的凋亡。MEF则是一种HSC负性调控TF，它是伴t（X;21）（q26;q22）的急性髓系白血病（AML）下游靶点，敲除MEF的小鼠HSC重建造血能力在多次移植实验中明显增强[@b5]，并且能抵抗部分化疗和放疗对骨髓的抑制效应。近年来，TF对HSC扩增、分化的调控研究集中于动态调控网络的整合[@b6]，Wililson等[@b7]用全基因组测序分析小鼠HSPC中10种关键TF的调控位点，揭示了HSC中关键的TF"七连体"（SCL、LYL1、LMO2、GATA2、RUNX1、ERG、FLI1），其相互作用、共同调控基因表达的组合模式多达221种，它们参与HSC定向分化、静息态维持、自我更新多个过程。Holmfeldt等[@b8]利用高通量测序技术分析超过1 300只小鼠HSC在重建造血和分化过程中TF相互作用，建立造血分化TF调控网络。

2．髓系祖细胞（CMP）分化核心TF：CMP是HSC分化过程中的一个中间状态，它能够增殖并向巨核-红细胞祖细胞、粒-单核细胞祖细胞分化。11种髓系核心TF能够有效地决定HSC经多能造血祖细胞（MPP）阶段向CMP分化，包括早期造血调控因子（GATA2、C/EBPα），中期（GATA-1、PU.1）和晚期各系分化决定性TF（EKLF、FLI1、FOG-1、SCL、GFI-1、c-JUN、EGRNab）[@b9]。在早期阶段，GATA2处于高表达水平，并随着分化成熟其表达下降，无论是GATA2过表达还是获得性/丢失性功能突变都已见于AML患者，Nandakumar等[@b10]发现利用病毒转染技术上调GATA2表达可阻断HSC向淋系分化，从而定向于髓系分化，并且CMP体外集落形成能力增强，其作用机制主要是GATA2下游靶点N-MYC和HOXA9的上调所致。在终末定向阶段，各系核心TF发挥主要作用，其中EGRNab是由EGR-1、EGR-2、Nab-2形成的聚合体，在髓系分化过程中，这3种TF具有高度相关的表达模式和相似的功能，同时可被中期调控因子PU.1激活，与启动子结合后直接诱导巨噬细胞相关基因（如MMP12）表达上调，但这种效应能被GFI-1拮抗。此外，RUNX1作为髓系造血分化的另一关键性因子参与多种血液肿瘤发生，Lam等[@b11]揭示了在小鼠体内，原癌基因HMGA2是RUNX1的直接调控靶点，在RUNX1缺失的HSPC中，HMGA2表达异常增高导致HSPC异常扩增，并出现特殊的细胞表型。在近期研究当中，调控细胞周期的MYB家族TF B-MYB也参与髓系造血分化的调控，小鼠体内沉默B-MYB可导致HSC池数量锐减，CMP凋亡增加，滞留于S期和G~2~/M期的细胞增多，外周成熟血细胞减少，提示B-MYB对于CMP的存活及功能维持的重要意义[@b12]。SOX17主要参与胚胎时期HSC造血，Anani等[@b13]发现在小鼠胚胎时期转染SOX17后，骨髓中CMP绝对数量上升，髓系分化较淋系分化优势增加，NF-E2及原癌基因C-MPL表达明显增加。

3．嗜碱性粒细胞、肥大细胞分化：嗜碱性粒细胞和肥大细胞主要参与机体对寄生虫感染的免疫反应和过敏反应，它们具有共同的祖细胞------骨髓前嗜碱-肥大细胞祖细胞（Pre-BMP）和脾脏嗜碱-肥大细胞祖细胞（BMCP），两者由粒-单核细胞祖细胞分化而来，Pre-BMP和BMCP均可继续分化形成嗜碱性粒细胞祖细胞（BaP）和肥大细胞祖细胞（MCP）。BaP和MCP形成过程中最重要的TF包括：STAT5、GATA2、C/EBPα、MITF、IRF8、GATA1、IKZF1、RUNX1。在该分化过程中GMP主要高表达IRF8、C/EBPα、IKZF1、STAT5，一旦分化形成Pre-BMP，细胞内IRF8水平下降，C/EBPα、STAT5、GATA2水平上升；对于BMCP而言，IRF8、C/EBPα水平较GMP下降，而GATA1、GATA2、IKZF1水平升高[@b14]。在众多小鼠单个TF敲除模型中，IRF8、STAT5、GATA2、C/EBPα、MITF敲除后对嗜碱性粒细胞和肥大细胞生成影响最大，STAT5^−/−^小鼠表现为pre-BMP和BaP数量锐减，外周血难以检测到嗜碱性粒细胞、肥大细胞，相同情况也见于GATA2^−/−^小鼠，而过表达GATA2可一定程度上挽救STAT5^−/−^小鼠嗜碱性粒细胞和肥大细胞生成障碍。

在TF共同调控通路研究中，Qi团队发现GMP中STAT5能直接诱导上调C/EBPα[@b15]、MITF[@b15]、GATA2[@b16]的表达，其中以STAT5-GATA2轴最为重要，STAT5能直接结合于GATA2启动子，促进GATA2表达，GATA2一方面直接调控高亲和力IgE受体（FcεRI）、c-kit蛋白、组胺及IL-4的水平，另一方面促进C/EBPα和MITF的表达从而来调控终末分化。在以上TFs共同调控下GMP可向Pre-BMP分化，其中C/EBPα、MITF可各自与对方的启动子结合，发挥负调控作用，在Pre-BMP中决定最终分化方向。MITF是肥大细胞终末分化中最重要的TF，而嗜碱性粒细胞主要依赖STAT5、RUNX1、GATA1、GATA2、C/EBPα的共同调节，C/EBPα虽在嗜碱性粒细胞中高水平表达，但其过表达不足以促使Pre-BMP向其分化，反而使Pre-BMP逆向中性粒细胞分化增加[@b17]。IRF8作为单核细胞、嗜酸性粒细胞、嗜碱性粒细胞分化中共同必需的TF之一，能够抑制GMP向中性粒细胞分化，对于嗜碱性粒细胞而言，IRF8^−/−^小鼠骨髓中缺失Pre-BMP[@b18]。IKZF1主要参与淋巴细胞分化，但也负性调控嗜碱性粒细胞分化，它能够直接与C/EBPα和HES1上相应位点结合，下调C/EBPα水平，上调HES1水平，HES1能抑制C/EBPα，从而促进肥大细胞分化，有趣的是，在IKZF1^−/−^小鼠中骨髓和皮肤MCP含量与野生型相似，但肠道MCP和肥大细胞缺如，进一步研究发现该种小鼠整合素α4表达下降导致肥大细胞归巢至小肠黏膜障碍[@b19]。

在众多调控通路之中，STAT5-GATA2-C/EBPα轴对嗜碱性粒细胞分化最关键，它是激活特异性受体及特征蛋白合成的前提，而STAT5-GATA2-MITF轴对肥大细胞的分化最重要。

4．嗜酸性粒细胞分化：嗜酸性粒细胞的生成是一个精密调控的过程，它具有较高的自发性凋亡率，在外周血循环中维持较低的细胞数量，而在组织中保持一定的数量水平，主要参与机体对寄生虫感染的免疫反应和过敏反应。嗜酸性粒细胞由嗜酸性粒细胞祖细胞（EoP）分化而来，后者由GMP定向分化形成，现已发现119种TF参与此分化过程。在GMP向EoP分化过程中，GATA-1、GATA2、C/EBPα、C/EBPβ、IRF8、PU.1、ID2、TRIB发挥正调控作用，FOG1和ID1发挥负调控作用[@b20]，其中C/EBPα、C/EBPβ、GATA-1对分化方向起决定性作用。C/EBP家族、GATA2可直接转录激活嗜酸性粒细胞主要基础蛋白（MBP）、嗜酸性粒细胞来源神经毒素（EDN）等特异性蛋白，而GATA1对嗜酸性粒细胞表型的获得至关重要，能直接调控特异性受体IL-5Rα的表达[@b21]，C/EBPα、PU.1存在时，在MPP中诱导GATA1表达上调可使嗜酸性粒细胞分化增加。

除以上TF外，Bouffi等[@b22]通过对比GMP、EoP及Eo的转录组，发现Ikaros家族中的IKZF2、IKZF3在EoP和Eo中有表达，在GMP中未发现，而STAT1和STAT6则只在Eo中表达，提示该4种TF也可能参与嗜酸性粒细胞的分化成熟过程。进一步研究发现，IKZF2和IKZF3的潜在结合位点富集在某些EoP或Eo特异性表达的基因启动子上，这些基因与嗜酸性粒细胞的迁徙有关。在EoP分化为Eo阶段，XBP1是另一个能与其他粒细胞相鉴别的、对Eo必需的TF，XBP1与细胞（如浆细胞、潘氏细胞）的分泌功能密切相关，在嗜酸性粒细胞中主要参与胞内颗粒蛋白翻译后在内质网的修饰。XBP1敲除后，小鼠GMP数量不受影响，对EoP也不造成急性细胞损伤，但由于细胞内质网功能障碍，存活能力下降，且细胞凋亡率升高，导致Eo缺乏，然而XBP1敲除对中性粒细胞和嗜碱性粒细胞的存活无影响。由于XBP1主要参与Eo的终末分化，外源性补充已剪切的XBP1 RNA可一定程度上纠正这种缺陷，此外，XBP1敲除后影响细胞分泌颗粒的形成还与反馈性GATA1表达下调有关，因为GATA1可调控编码颗粒蛋白的基因[@b23]。

5．中性粒细胞分化：中性粒细胞参与机体对病原体的固有免疫，由GMP经原粒细胞逐渐分化而来，此过程中多种TF参与调控，如RUNX1、PU.1、SCL、LYL1、GATA2、ERG、FLI-1、LMO2等，但CCAAT/增强子结合蛋白家族对中性粒细胞的分化主导作用，其中又以C/EBPα为甚。

在决定GMP分化方向时，C/EBPα能与单核细胞主要调控因子之一IRF8相互作用，抑制IRF8与DNA结合而阻止GMP向单核细胞分化。另一方面，C/EBPα可上调TFGFI-1、KLF5、C/EBPε的水平，三者在中性粒细胞终末分化中起重要作用：GFI-1^−/−^小鼠有严重的中性粒细胞减少；在AML小鼠模型中，可发现KLF5基因因为高甲基化而被沉默[@b24]，致使粒细胞分化障碍；C/EBPε主要调节早幼粒至中幼粒细胞阶段，与中性粒细胞特异性颗粒蛋白的形成相关，C/EBPε的乙酰化水平控制其转录活性，其中第121号位和第198号位赖氨酸的乙酰化对中性粒细胞的终末分化至关重要，它能直接影响乳铁蛋白、胶原酶等粒细胞颗粒蛋白的表达，C/EBPε敲除的小鼠外周血不成熟粒细胞增多伴有反复的化脓性感染[@b25]。

C/EBPα除了上调以上几种TF外，还能诱导Micro-RNA家族中miR-30c的表达，miR-30c可直接下调Notch1，使分化方向偏向中性粒细胞。在基因表达方面C/EBPα能与PU.1、c-Myb和RUNX1协同激活中性粒细胞编码髓过氧化物酶、溶菌酶、乳铁蛋白、G-CSF受体等的基因。在约10%的AML患者中可发现C/EBPα基因突变,以AML-M~1~、-M~2~，不伴t（8;21）者最多见，常见突变可导致N端C/EBPαp30截断或C端C/EBPαLZ变异，使C/EBPα失活，但同时又保留与NF-κB作用能力，诱导Bcl-2产生，抑制细胞凋亡，导致恶性增殖[@b26]。

6．单核细胞/巨噬细胞分化：单核细胞/巨噬细胞是连接机体固有免疫和适应性免疫的重要细胞，在骨髓HSC髓系分化中，经过一系列细胞外因子（如FLT3L、GM-CSF、IL-3等）和TF诱导后，GMP分化成单核/巨噬-树突细胞祖细胞（MDP），MDP丧失了产生粒细胞的能力，只能分化出各阶段单核细胞、巨噬细胞和树突细胞。在单核细胞形成过程中，PU.1、IRF8、KLF4、ERG1、c-JUN、JUNB、STAT1/3、C/EBPβ等多种重要TF参与，PU.1和IRF8是最主要的调控因子。

PU.1^−/−^小鼠在胚胎期或者出生后很快死亡，不能分化出成熟的髓系细胞，PU.1敲除的HSC也不能形成CMP，但重新转导PU.1后可使其向单核/巨噬细胞分化；PU.1在CMP阶段便可直接抑制GATA1介导的红系分化，而在GMP阶段可下调GATA2基因的表达，抑制C/EBPα，分别阻断肥大细胞和中性粒细胞的分化。此外，PU.1可激活下游另一调控单核分化的TFKLF4，在敲除KLF4的CMP中，粒细胞分化倾向增加。在白血病干细胞中，PU.1的敲降伴随着c-JUN、JUNB的下调，也可致单核细胞分化的阻断[@b27]。

IRF8是受干扰素-γ调节的TF，对于单核细胞（尤其是Ly6c^+^）的分化有重要作用，IRF8^−/−^的小鼠有免疫缺陷以及粒细胞增多导致的慢性髓性白血病的症状。HSC低表达IRF8，随着髓系分化的进行在CMP、GMP中表达上调，在单核分化中表达最高，而在中性粒细胞中无表达。IRF8不仅能够促进GMP→MDP的分化，还有强烈抑制粒系分化的作用。IRF8与PU.1形成异二聚体后能与特异DNA序列如EICE、IECS结合后发挥转录激活作用，而与C/EBPα通过DBDS结构域结合后可阻止其与染色体结合，抑制C/EBPα在中性粒细胞分化过程中的转录激活效应[@b28]。

7．红细胞分化：红细胞的分化可分为三个阶段：①早期红系生成阶段：包括具有多系分化潜能的祖细胞（MPP、CMP）增生分化形成红系祖细胞和红系集落形成单位；②终末红系分化阶段：原红细胞分化成网织红细胞的过程；③网织红细胞的成熟。在人体红系分化过程中，KLF1、NFE2、GFI1b、YBX1、GATA1是基因表达处于前五水平的TF[@b29]，但对红系分化命运抉择最重要的TF包括GATA1、TAL1（SCL）、KLF1、LDB1、FOG-1、LRF、MYB。

在早期阶段，HSPC中的7个TF（GATA2、LYL1、TAL1、FLI1、ERG、RUNX1、LMO2）能共同调控与MEP相关的多个基因组，使其向MEP分化优势增加，并伴随GATA类别转化，即GATA2的表达量逐渐下降，GATA1表达升高，并且代替GATA2与相应的DNA基序结合后发挥转录激活作用，在红系发育中，GATA1完全代替GATA2，但在巨核细胞中GATA2仍有一定水平表达[@b14]。FOG-1作为辅助因子与GATA-1结合后可激活β-珠蛋白的表达，LRF也能识别GATA1的结合区域，协同GATA1激活转录。TAL1在红系分化中，与LMO2、LDB1组成三联体发挥红系基因转录激活作用。KLF1是另一个红系特征性TF之一，KLF1^−/−^的小鼠在胚胎期便死亡，它直接受GATA1调控，并与FLI1拮抗，可在MEP分化抉择时发挥作用。KLF1参与β-珠蛋白的转录，在β-globin位点可募集SWI-SNF相关的染色质重塑复合物E-RC1，后者对于DNase的高活性和转录的开始至关重要；而在网织红细胞成熟阶段，KLF1能够直接调控血红素的合成；在胎儿-成人血红蛋白转化过程中，KLF1能与GATA1、SOX6协同抑制γ-珠蛋白[@b30]。MYB在MEP面临分化抉择时可促进红系的发育，一方面可激活KLF1和LMO2两种TFs的表达，另一方面控制MicroRNA中miR-486-3P的含量，miR-486-3P能促进红系、粒系发育，抑制巨核细胞、巨噬细胞的分化[@b31]。

在早期阶段，伴随着GATA的类别转换及辅助因子FOG-1、LRF的协同作用、TF三联体（TAL1、LMO2、LDB1）发挥的红系基因转录激活效应，HSC逐渐向MEP分化，KLF1、MYB又能在MEP阶段阻断巨核细胞分化使红系分化增加。

8．巨核细胞分化：巨核细胞和红细胞来源于共同的祖细胞MEP，但现已发现在小鼠体内巨核细胞的分化存在另一条"捷径"，即部分MPP能直接分化成MkP[@b32]，在经典途径中，GATA2、FLI-1、RUNX1、NF-E2、SP1/3是促进巨核细胞分化的主要TF。

GATA2除了早期能参与HSC的调控外，也参与巨核细胞和嗜碱性粒细胞的正调控。在人白血病细胞系K562中，过表达GATA2可使巨核细胞分化增加，红细胞分化减少，在巨核祖细胞系G1ME中，GATA2能与FOG-1结合并抑制促进粒系分化的TF如MPO、C/EBPα、Hhex等的表达[@b30]。FLI-1对巨核细胞的分化至关重要，参与调控多种巨核细胞基因的表达，如在Y10细胞系中，FLI-1、GATA1和FOG-1协同调节ITGA2b（编码CD41）、Gp1ba（编码CD42）、MPL（促血小板生成素受体）的表达，FLI-1能拮抗红系KLF-1因子而抑制红系分化，FLI-1^−/−^的小鼠由于巨核分化障碍和出血的高风险胚胎时期便会死亡。RUNX1在MEP分化时，能直接结合到KLF-1启动子募集一种甲基化酶（PRMT6），抵消TAL1对KLF-1的激活，使KLF-1基因甲基化水平增高，下调KLF-1的表达，从而来抑制某些红系基因（如GYPA、α-珠蛋白、β-珠蛋白）的表达，促使MEP向巨核细胞分化[@b33]。NF-E2主要参与巨核细胞的终末分化，NF-E2敲除的小鼠外周血中缺乏血小板，其骨髓MkP在TPO刺激下能继续发育，但形态异常，胞质颗粒稀疏，受NF-E2直接调控的靶基因包括TUBB1（合成微管蛋白）、RAB27b、CASP12、HSD3B1，NF-E2基因的突变激活已在3类MPN患者（伴或不伴JAK2V617F突变）中报道。SP1/3也参与巨核细胞的成熟和血小板的形成，SP1/3的敲降对造血分化影响较小，但持续缺失可导致严重的巨核细胞减少，对红细胞和白细胞无影响，主要是因为细胞骨架相关蛋白表达缺失及激酶MYLK的表达下调使ITAM受体通路介导的血小板产生不良，即使有部分血小板产生，也有严重的聚集障碍[@b34]。

伴随着HSC至MEP分化时GATA的类别转换，仍有一定水平表达GATA2能在辅助因子FOG-1协同下转录激活巨核细胞基因的表达，FLI-1、RUNX1则能在MEP阶段拮抗KLF-1的作用，使MEP向MkP分化，NF-E2、SP1/3则在MkP终末分化中发挥主要作用。

9．总结：HSPC多系造血分化是各种TF协同作用网络精密调控的过程，同一TF在各个阶段、各类血细胞中发挥不同的作用，不同TF在某一阶段可发挥相同作用（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。随着造血分化调控研究的深入，谱系示踪技术的发展，揭示造血分化调控机制具有重要的科学意义。
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